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 研 究 目 的 肺線維症における線維化発生については, 従来病理組織学的に組織変化の終末像と
 して捉えられて来た が, 生化学的 に研究されたものはほとん ど左い。 ヒト胎児肺線維芽細胞の組織
 培養系を用い. in vitro でのコラ ーグン生合成の機序を生化学的に明らか に し, さらに実 験肺
 線維症を用い in vivO の コラ ーゲン生合成 の機序を生化学的 に究明しようと した。
 研究方法及ぴ結果 ヒト胎児肺線維芽細胞 (HEL -F )の組織培養系にむけるL -proline
 14
 - C 〔U )の 取り込み量は, 経時的に増加し7 2時間後には添加 量の 約 1/1 0が細胞内に証明さ
 された。
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 細胞内に存在するproline- C, hydroxyProline- Cを分離定量 した。 両者とも
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 経 時的 に増加 し, 72時間培養では2 4時間培養 時の 約2倍であり, HO P- C:prol in e-
                              14
 Cは 22, 72時間とも1:15で, 細胞内に取聖込まれた proline- Cの 約 2%がhydro-
 xyp rOline に変換されて 細胞 内に存在することが証明された。 細胞 内外のコ ラーゲン蛋 白を 熱
 TCA 可溶性画分と して抽出し比較する と, 内, 外とも経時的に増加するが, 次第に細胞外 量が増
 加 しコラ ーゲ ン蛋白は細胞外に分泌され蓄積することが明らかとなった。 Fibrogenic su-
 bstanee の一つ と してシリカ粒子を貧喰 したマク・ フ了 一ジ由来のRNAを想定 し, HE L-
 F組織培養 系にシ 1, 力粒子貧喰ラット腹腔マク・フア ージ由来RNAを添加 しその影響を見たが,
 この研究 で試みた 条件下では著明左影響は見られ攻かつた。 アスコルビン酸かよ びム コ多糖体 の一
 つであるコ ンド・イ チン硫酸を組織培養系に加えると, 細胞内外共にコラ ーゲン生成量は著 明に増
 加 したが, コン ド・イチン硫酸のみ添加 ではむ しろ減少し, 特に細胞外での減少が著 明であった。
 3H-prol ine protoco llagehは chi ck emb ryo の脛骨からα一α 1 dipyri-
 dy1 添加のもとに冷 o.5N aeetic ae id 可溶性成分として抽出 した。 一方肺組織には
 protocol lagen proline hydroxylase およびその inhibitor が存在するこ
                                   63
 とを確認し, 30～65% 飽和硫安分画により両者を分離 し得ることを知った。 1×10 dpmの H
 -p ro li ne pro tocollagenに 30mg Proむeinの protocollagen proline
          ナナ
 hydroxyl aseをFe α一keto91utalate, ascorbic acid, catalase を含
 む tris ∈HCl buffer と共 に気相を空気とし30℃ 120分間 incubate し, proto-
 eollagenがhydroxylateされるとき放出 する tritiated water を蒸溜, 凍結捕
 獲しDi oxane 系シンチレータ 一を用い酵素活性を 測定 し得る こと を知った。 又, ラ累トの腹腔
 にL -proline-1七 `U )を 注入すると肺組織 でコラ ～ゲ ン代謝 に利用されることを知 つた。 実
 験肺 線維 症はラツ トにエ ーテ ル麻酔下に 10mg /㎞ぞ のシ リカ生食水懸濁液工 n曜 を 1回肺内 吸入 さ
 せる ことにより 発生させ得た。 コラ ーゲン生合成 の加齢による影響を見るた め幼若ラツ トを用い た。
 protocol lagen prol ine hydroxylase活性は, ラットが幼 若攻ほ ど高 値を示し週
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 齢を経るにつれ減少 し定常化 した。 加齢による影響が fib roge nic agents 処理によるコ
 ラーゲ ン生合成 の変動に大きく加わってくることが明らかと五つたので, 生後30週以上, 体重
 3509以上の成熟ラットを用いて検討 した。 成熟ラツ ト, シリカ処理後 1. 2, 3. 8、16週目にL-
      i4 」
 proIine- C(U)を carrierと共に 腹腔 内注射した。 肺組織内に検出される標識コラー
 ゲン量が 腹腔 内注射後 24時間に最高値を示すこ とを 明らかに したので, 24時間後の肺を取匂出
 しprotoeollagen prol ine hydroxylase 活性及 び生合成された コラ ーゲン量を
 測定 した。 酵素 活性値は, 正常 ラット肺では1週後から16週後まで直線的な値を示 したが, シリ
 カ吸入 ラツ ト肺では 組織 学的に炎症 反応 の盛ん准 2週後まではむしろ減少 していて, 4週後から高
                               14
 値を示し始めた。 8週, 16週と上昇 した。 一方 hydroxyproline- Cを指標と したコラ
 ーゲン生成量測定の結果, シリ カ処理直後か ら正常ラット肺よ匂合成速度が促進 し, 4週後 には最'
 高 2、37倍の促進を認めた。 しか し組織学的に肺の線維化が確認される4週以後には, コラ ーゲン
 生成速度は減少 し, 8.16週に至る と組織学的には大量にコラ ーゲ ンが証明されるにもかかわらず,
 その合成 速度 は正常肺の10～15%の上昇を見 るに過 ぎな いことが明らかとなった。
 また, 体重 209の成 熟d-d系マウ スに bleomycinlOmg/Kg を10日間 連日 腹腔 内投
 与 し, 実 験的 に肺線維症を起させ, ラットの場合と同 じように観察したところ, ほぼ同 じ経過でコ
 ラ ーゲンが生合成されることが明らかとなり, 肺線維症の発生は fibr ogenie agent の投
 与方法 のいかんによらずほぼ 一定の経 過で 起り得る ことを知った。
 総 括 肺線維症は肺の結合織 の異常増璋であるから, コラ ーゲンの生合成機序を解明することが
 肺線維症の発生機序 解明, ひい ては肺線維 症の治療及 び予防方法の 確立に連る ものと考えられる。
 コラーゲン蛋白は線維芽細胞によって 産生されるが, 細胞内では 一般の蛋白合成と同様にm -RNA
 の情報に基づいて polysome 上で合成され, polyPeptide となり, ρytoPlasma中
 に出される。 これが proむ。 collagen proline hydroxylase により水酸化され,
 次いで glycOsylati on されたの ち三重ラセン型となり細胞外へ分泌され, その後成熟 し結
 合織の線維成分と して組織, 臓器の支持体及び実質細胞の代謝産物の搬入, 搬出 経路と して意義を
 有するように左 る。 fibrogenic ag entが生体に入ると, コラ ーゲ ン生合成の異常促進が
 ただちに起り始める。 fibroblastの中には, protocollagen prol ine hydro-
 xylase が存在 し, proto collagen を水酸化 し, collagen fiberに合成する。
 fibrogenic agent は線維芽細胞の protocollagen 生成を促進すると共に水酸化
 酵 素活性の 上昇をもたらすの で肺 組織 内コラ ーグ ンが更に増殖する に至 る。
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 審査結果の要旨
 結合織は生体に広く分布 し, 主成分である coHagen は全蛋白の 1/3 を占めているに もかか
 わ らず, 従来は単なる支持組織と しか考えられず, その 生理的意義について深く考慮されること
 がなかった。 また, 結合織の代謝異常による病的現象の解析は専 ら組織学的 方法でその終末像を
 捉えていたに過 ぎな い。
 最近肺線維症に関 しても結合織 の代諭異常という観点からその発症, 成立の過程を生化学的に
 追求さ れる ことが待たれる。
 collagen の 生合成 機序 を 解明する ことは, 肺線維症の発生機序 解明及びその 治療, 予防に
 連る と考え られ る。
 著者は組織培養系を用い, 孕一 prol ine - 14Gを指標と し, 肺線維芽細胞により合成された
 coIlagen 中の prohne - 14G 及び hydrox yproline -14G を分離 定量 し細胞内に於ける
 collagen 生合成及び細胞外の collagen 蓄積の過程を明確にした。 更に coU agen 合成に
 関わる cofactor についても考察を加えた。 また, ラッ トに実験肺線維症を作りこれを用いて
 生体に於ける collagen 生合成の経過 を究明 した。 すなわち肺組織より protocol lagen
 proline hydroxylase を得, Udenfriend らにより開発された重水素測定法に基づき肺線
 維化に伴う酵素活性の推移を観察した。 更に hydroxyproline 一 40 を測定することにより肺
 内 col lagen 生成量を定量 し, 肺線維症の発生過程を明 らかに し次のように結論 した。
 fibrogenic agents が生体内に入ると肺線維芽細胞の protocollagen 生成の促進とこ
 れにひき続く 水酸化酵素活性の上昇を もたらす。 その結果, 肺組織内 colIagen の異常増殖を
 みるに至る。
 以上のごとく著者は肺 線維症の発生 機序 を解明す るた め独創的 に生化学的方法を提示 し新知見
 を得た。 従って本論文は学位授一与に十分値する ものと思われる。
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